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基础 研究 


腺 病毒 介 导 靶 向 NEF-kB 基因 的 shRNA 对 体外 食 蟹 猴子 宫 内 膜 


细胞 增殖 活性 的 影响 


朱峰 城 , 刘 木 彪 , 潘 X8, MGE 
南方 医科 大 学 珠江 医院 妇 产 科 , 广 东 广州 510282 


摘要 :目的 合成 高 特异 性 靶 向 NF-kB 基因 的 shRNA 腺 病毒 载体 ,观察 其 对 体外 培养 的 食 角 猴子 宫 内 膜 细胞 的 增殖 活动 是 否 具 
有 直接 的 抑制 效应 。 方 法 设计 携带 有 NF-kB-p65 基因 及 空 载 基因 的 shRNA 腺 病毒 载体 ,体外 培养 食 角 猴子 宣 内 膜 细胞 ,分 成 
实验 组 及 对 照 组 ,实验 组 转 染 携带 NEF-KB-p65 shRNA 的 腺 病毒 ,对 照 组 转 染 携带 空 载 基因 的 腺 病毒 , 共 培 养 后 观察 有 关 细 胞 增 
殖 活性 如 凋 亡 蛋 白 及 细胞 周期 的 改变 情况 。 结 果 腺 病毒 载体 PCR 和 测序 结果 与 预期 结果 一 致 ,经 包装 产生 的 病毒 滴 度 为 


1.58x10"U/ml。NF-kKB-p65-shRNA 腺 病毒 感染 食 仍 猴子 宫 内 膜 细胞 后 ,实验 组 子宫 内 膜 细胞 凋 亡 蛋白 的 表达 水 平 明 显 高 于 阴 
性 对 照 组 \P<0.05) ;实验 组 凋 亡 细胞 较 对 照 组 明显 增多 ,进入 细胞 分 裂 期 细胞 数 明 显 少 于 对 照 组 LP<0.05)。 结 论 Hif NF-KB 
基因 的 腺 病毒 体外 感染 食 蟹 猴子 宫 内 腊 细 胞 后 可 加 速 子 宫 内 膜 细胞 的 凋 亡 ,并 抑制 子宫 内 膜 细胞 的 增殖 ,为 后 期 该 基因 在 食 人 多 


猴子 宫 内 膜 异 位 症 模 型 上 的 研究 提供 理论 基础 。 


关键 词 : 子 宫 内 膜 异 位 证 ;RNA 于 扰 ;NF-kB 基因 ; 腺 病毒 ; 食 蟹 猴 


Adenovirus vector-mediated short hairpin RNA targeting nuclear factor-kB suppresses 


proliferation of endometrial cells of Macaca fascicularis in vitro 


ZHU Fengcheng, LIU Mubiao, PAN Ying, WANG Xuefeng, CHEN Yanying 
Department of Obstetrics and Gynecology, Zhujiang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510282, China 


Abstract: Objective To assess the effect of a high specific adenovirus vector-mediated shRNA targeting nuclear factor-kB 
(NF-KB) on cell proliferation of the endometrium of Macaca fascicularis. Methods The adenoviral vector NF-KB-p65-shRNA and 
the empty vector were separately trasnfected in cultured endometrial cells of Macaca fascicularis. The changes in the expression 
of the target gene protein and apoptotic proteins, cell proliferation, and cell cycle distribution were observed after the 
transfection. Results Compared with the control cells, infection of the endometrial cells with the NF-kB-p65-shRNA 
adenovirus significantly increased the expression levels of apoptotic proteins, promoted apoptosis of the endometrial cells, 
and reduced the cells in division stage. Conclusions NF-kB-p65 shRNA adenovirus can effectively promote apoptosis of 
endometrial cells and inhibit the proliferation of endometrial cells of Macaca fascicularis. 

Key words: endometriosis; RNA interference; nuclear factor Kappa B; atadenovirus; Macaca fascicularis 


NF-KB FE jE rH 28 EPA PE L^ boe E DEAE n uc 
的 Baltimore 和 麻 省 Whitehead 生物 医学 人 研究 所 的 
Rwiansen 于 1986 年 从 B 淋 巴 细胞 内 发 现 ", 它 作为 一 种 
重要 的 核 转录 因子 ,多 种 细胞 中 均 可 有 它 的 存在 ,主要 
参与 细胞 增殖 和 细胞 壮 亡 炎症 反应 ,免疫 反应 等 各 种 
病理 生理 过 程 的 基因 转录 调控 ,被 证 实 参与 多 种 恶性 肿 
瘤 的 发 生发 展 。NF-xB 由 失 活 状态 转 为 激活 状态 后 , 许 
多 参与 恶性 肿瘤 细胞 生长 浸润 以 及 新 生 血 管 形成 的 相 
关 因 子 的 表达 或 者 其 功能 均 可 被 上 调 , 如 VCAM-1、 
MMPs\IL-6、VEGF、ELAM-1 ICAM-1 及 IL-8” ,导致 
肿瘤 细胞 的 粘 附 性 侵袭 性 及 血管 生成 能 力 明 显 增强 。 
有 文献 报道 子宫 内 膜 细胞 及 异 位 子宫 内 膜 细胞 同样 存 
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TEA NF-KB 基因 的 表达 ,并 在 调节 子宫 内 膜 细胞 的 细胞 
增殖 、 炎 性 反应 .抑制 凋 亡 等 生理 功能 上 扮演 着 重要 的 
角色 “”。 本 课题 组 前 期 在 裸 鼠 体内 实验 证 实 , 革 向 抑制 
NF-KB 基因 后 可 以 显著 减少 子宫 内 膜 异 位 种 植 和 生长 
的 机 会 ,但 是 , 裸 鼠 毕 竞 是 低 等 动物 ,与 人 的 病理 生理 
过 程 相差 较 大 ,不 利于 发 病 机 制 的 模拟 。 雌 性 灵 长 类 动 
物 具 有 与 人 类 极其 相似 的 遗传 背景 ,它们 的 内 分 泌 月 
经 周期 和 解剖 结构 上 与 人 类 妇女 有 许多 相同 之 处 。 同 
时 也 是 自然 界 中 目前 已 知 唯一 会 自发 性 乌 患 子宫 内 膜 
异 位 症 (Endometriosis, EM ) 的 动物 ,因此 本 实验 由 在 通 
过 观察 沉默 NF-xkB 基因 的 表达 后 是 否 能 够 抑制 食 蟹 猴 
的 在 位 子宫 内 膜 细胞 的 增殖 活性 ,为 后 续 进 一 步 NF-kB 
在 食 蟹 猴 EM 模 型 的 研究 提供 理论 基础 。RNA 干 扰 技术 
作为 目前 最 有 效 的 转录 后 基因 沉默 方法 ,本 实验 将 采用 
小 RNA 干 扰 技 术 沉默 NF-xkB 的 表达 ,并 观察 其 作用 于 
食 蟹 猴子 襄 内 膜 细 胞 后 的 效果 , 现 将 本 实验 报道 如 下 。 
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1 材料 与 方法 

1.1 实验 材料 

Lll 主要 仪器 和 设备 光学 显微镜 及 光学 显微镜 照相 
系统 均 购 于 日 本 Olympus 公司 ,-80 % 冰 箱 购 于 日 本 
Sanyo 公 司 ,752 紫 外 光栅 分 光 光 度 计 购 于 上 海 第 三 分 
析 仪 器 三,550ELISA 酶 标 仪 购 于 美国 Bio-Rad 公 司 ,多 
导 生 理 记录 仪 购 于 美国 Gilson 公 司 ,SensiAnsys 凝 胶 图 
像 分 析 系 统购 于 上 海 培 清 科 技 有 限 公司 ,倒置 相差 显 微 
镜 购 于 日 本 Nikon 公 司 及 其 他 相关 设备 。 

1.1.2 主要 实验 试剂 胰 和 蛋白 酶 购 于 美国 Amresco 公 
司 , 二 甲 基 亚 砚 购 于 美国 Sigma 公 司 , 胎 牛 血清 购 于 美 
国 Gibco 公 司 ,RPMI 1640 干 粉 购 于 美国 Gibco 公 司 , 确 
酸 纤 维 素 膜 购 于 美国 Amersham 公司 , 预 染 蛋白 Marker 
购 于 美国 Fermentas 公司 ,Cell cycle staining 试剂 盒 购 
于 杭州 联 科 公 司 ,CK19 多 克隆 抗体 .Caspase3 多 克隆 抗 
体 .B-Actin 多 克隆 抗体 .CD34 多 克隆 抗体 .HRP 标 记 驴 
Hifa IgG, GAPDH £ mE KEDR HI IA FIRN Bostern 公 
司 ,Vimentin 多 克隆 抗体 。 

1.2 方法 

1.2.1 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细胞 的 获取 选取 6~8 岁 的 健康 
性 食 角 猴 , 购 自 广州 蓝 岛 生物 技术 有 限 公 司 华南 灵 长 
类 研究 开发 中 心 ( 动 物 使 用 许可 证 :SYXK( 粤 ) 
[2008-0088]) ,体质 量 约 3.5 kg。 于 月 经 第 8~15 天 ( 即 
食 蟹 猴 在 位 子宫 内 膜 处 于 增殖 期 ), 由 专业 动物 手术 麻 
醉 师 行 气管 持 管 , 戊 巴 比 受 那 (15~20 mg/kg) 行 静脉 全 
麻 , 常 规 消毒 ,经 腹 训 开 子 宫 获 取 子宫 内 膜 组 织 , 一 部 分 
立即 放置 于 10% RPMI 1640 培 养 基 中 待 培养 , 另 一 部 
分 子宫 内 膜 组 织 即 用 体积 分 数 4% 福 尔 马 林 液 固定 后 作 


表 1 FERA REII 


Tab.1 Oligonucleotide sequences 


2HZ Up FEE Rer 

1.2.2 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细胞 的 原 代 培养 将 获取 的 子 
宫 内 膜 组 织 在 D-hanks 液 中 反复 测 洗 ,去除 血 污 , 剪 
成 <1 mnma( 肉 眼 成 糊 状 ) 的 小 组 织 块 ,加 入 3 倍 体积 的 复 
合 消 化 酶 (1% 胰 蛋白 酶 /0.1%EDTA) 中 充分 混 匀 后 置 
37 恒温 水 浴 中 更 置 消化 ,每 隔 15 min 取 出 震荡 , 共 消 
化 60 min, 加 入 含 20% DMEM/F12 无 菌 胎 牛 血清 的 培 
养 液 终止 上 清 液 消 化 。 然 后 使 组 织 块 自然 沉降 , 留 上 清 
液 于 无 菌 离心 管 中 2000 r/min 离心 5 min, 弃 上 清 液 ,用 
巴 氏 吸 管 吹 打 成 细胞 悬 液 , 光 镜 下 见 组 分 主要 为 核 直径 
25 um 的 球 型 细胞 , 台 盼 蓝 染色 证 明细 胞 存活 率 达 95% 
以 上 ,用 滴 板 计数 并 调整 细胞 浓度 ,以 5.0x10Yml 接 种 
于 威 有 DMEM/F12 培 养 液 的 一 次 性 25 cm 培养 瓶 中 ， 
置 于 37 % .5% CO;.99% 湿 度 的 CO; 培 养 箱 中 培养 过 
夜 ,次 日 换 液 ,清除 污染 的 红细胞 和 未 贴 壁 细胞 ,继续 培 
养 , 每 48h 换 液 。 培 养 24~48 h 后 ,细胞 出 现 明 显 增殖 ， 
表现 为 逐渐 聚集 成 团 及 成 片 样 生 长 ,细胞 为 梭 形 和 铺路 
石 样 交 织 在 一 起 , 待 细 胞 融合 后 取 一 部 分 细胞 ,用 于 检 
测 子宫 内 膜 细 胞 阳性 标志 物 CK19 及 vimentin, 剩 下 继 
续 培 养 ,用 于 后 续 实 验 。 

1.2.3 NF-KB shRNA 序列 的 设计 及 合成 ARE 
NCBI.EBI 等 数据 库 中 找到 有 食 蟹 猴 NF-xB-p65 的 基 
因 序 列 , 故 本 实验 采用 人 的 NF-xB-p65 H mRNA 序列 
全 长 。 由 广州 莱 德 尔 生物 科技 有 限 公司 遵照 shRNA 设 
计 原 则 设计 合成 NF-kB-p65 shRNA 和 阴性 对 照 
shRNA ,将 2 对 分 别 含有 Find 看 与 BamH I 酶 切 位 点 的 
RNA 变性 退火 合成 双 链 NF- kB( 各 序列 见 表 1)。 


Gene name Primer sequence 
NF-KB 5'-AAAAAGGACATATGAGACCTTCAATCTCTTGAATTGAAGGTCTCATATGTCC-3' 
NF-xB-Hind lll F 5'-AGCTTAAAAAGGACATATGAGACCTTCAATCTCTTGAATTGAAGGTCTCATATGTCCG-3' 


NF-KkB-BamH I R 


1.2.4 退火 产物 与 PDC316-EGFP-U6 载 体重 组 CDI 
用 限制 性 内 切 酶 不 rd 亚 和 BumH I 对 质粒 PDC316- 
EGFP-U6 进 行 双 酶 切 ,37 % 环 境 过 夜 ,然后 回收 酶 切 产 
物 , 利 用 DNA 族 胶 回 收 试剂 盒 回 收 酶 切 产物 ;@) 将 含有 
黏 性 未 端的 PDC316-EGFP-U6 载体 和 退火 后 的 含 
NF-KB 基因 的 shRNA 连接 ,同时 以 水 代替 基因 与 
PDC316-EGFP-U6 载 体 连接 ,作为 阴性 自 连 对 照 ,16 °C 
连接 2 ,随后 进行 转化 ;(3) 冰 浴 条 件 下 将 6 册 连 接 产 物 
分 别 加 入 至 30 ud DH5o 感 受 态 细胞 中 进行 转化 ,将 菌 液 
涂 布 于 含 氨 共 青霉素 (100 hg/ml) 的 LB 平板 表面 ,室温 
下 放置 ,至 液体 吸收 ,倒置 平板 ,转移 人 37 % 生 化 培养 


5'-GATCCGGACATATGAGACCTTCAATTCAAGAGATTGAAGGTCTCATATGTCCTTTTTA-3' 


箱 过 夜 培养 。 结 果 阴 性 对 照 平板 无 菌落 生长 ,而 实验 组 
所 涂 布 平板 长 较 多 菌落 ,认为 所 长 全 部 为 阳性 菌落 , 选 
取 其 中 3 个 菌落 用 于 提取 质粒 ,从 平板 上 面 各 接 3 个 菌 
落 于 3 mlLB 管 中 摇 床 过 夜 培养 ,分 别 编号 为 :NF-KB1/ 
NF-«B2/NF-«B3 ,利用 高 纯 质粒 小 量 提取 试剂 盒 ,按照 
说 明 书 进行 质粒 提取 ,选取 阳性 结果 进行 测序 ,并 进行 
Blast 比 对 。 

1.2.5 腺 病毒 转 染 食 稻 猴 子宫 内 膜 细胞 将 第 一 阶段 获 
得 的 食 仍 猴子 宫 内 膜 细胞 用 含 10% 胎 牛 血 清 的 抗生素 
DMEM 培养 基 培养 .传代 , 待 细胞 至 贴 壁 生 长 80%-~ 
90% 时 ,更 换 为 不 含 胎 牛 血 清 及 抗生素 的 DMEM 培养 
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基 并 过 夜 培养 ,分 成 实验 组 和 对 照 组 ,实验 组 利用 携带 ”预期 大 小 一 致 ,如 网 1A 箭 头 标示 。 将 限制 性 内 切 酶 


NF-KB p65 shRNA 的 腺 病毒 转 染 子宫 内 膜 细胞 ,对照 
组 为 不 携带 基因 的 腺 病毒 载体 ,感染 浓度 4x10" pfu/ml， 
转 染 后 4h 更 换 为 DMEM 完全 培养 基 。 在 37 % .5% 
CO, 培 养 箱 中 过 夜 , 男 取 内 膜 细胞 分 别 接种 于 六 孔 培 养 
板 中 ,分 两 组 ,实验 组 3 个 孔 , 对 照 组 3 个 孔 。 实 验 组 利 
用 携带 NF-kB p65 shRNA 的 腺 病毒 转 染 转 染 子宫 内 膜 
细胞 ,对照 组 为 不 携带 基因 的 腺 病毒 载体 ,感染 浓度 亦 
为 4x10? pfu/ml,24 h 后 荧光 显微镜 观察 病毒 感染 率 , 第 
2 天 移 除 含 病毒 颗粒 沾染 的 培养 基 , 加 入 新 的 培养 基 , 继 
续 培 养 3~5 d 后 检测 。 
1.2.6 流 式 细 胞 技术 检测 细胞 周期 分 别 收集 实验 组 细 
胞 及 阴性 对 照 组 细胞 各 1x105 个 ,分 别 加 入 -20 CHY 
70% 乙 醇 在 4 % 下 固定 20 min,2000 r/min 离心 10 min, 
弃 上 清 , 使 用 PBS 液 洗涤 。 用 终 浓 度 为 40 hg/ml 的 
Rnase 37 "C345 20 min, 再 次 2000 r/min 离心 10 min, 
弃 上 清 ,PBS 液 洗涤 ,加 入 终 浓度 3 ng/ml 的 PI, 室 温 
5 min, 放 在 冰 浴 中 ,进行 上 机 检测 两 组 细胞 周期 情况 。 
1.2.7 Western blot 检测 凋 亡 蛋白 PARP-1 和 caspase3 
(1) 总 蛋白 的 提取 :细胞 培养 结束 后 ,去 上 清 , 和 常规 收集 
各 组 细胞 ,4 % PBS 液 洗涤 2 次 ,加 入 全 蛋白 裂解 液 裂解 
30 min,12 000 r/min 离心 收集 上 清 液 。 取 两 组 总 蛋白 
样本 量 各 50 hg 与 5xSDS 上 样 缓冲 液 混 匀 后 ,100 CH 
水 者 5 min; (2) 进 行 Western blot 实 验 : 制 备 12 允 分 离 胶 
和 5% 积 层 胶 ,微量 加 样 器 上 样 ,进行 电泳 ,浓缩 胶 80 V 
电泳 30 min ,分 离 胶 120V 电 泳 70 min。 电 泳 结束 后 ， 
300 mA 转 膜 120 min;5% 脱 脂 奶 粉 (TBST 溶 ) 室 温 封闭 
60 min; 随后 加 入 稀释 比例 为 1: 1000 的 PARP-1、 
caspase3 —HU A ,4 过夜 ;次 日 ,TBST 溶 液 漂洗 , 然 
后 分 别 加 入 HRP 标 记 的 羊 抗 免 二 抗 1:6000、 羊 抗 小 鼠 二 
Pi 1:6000 RIA 120 min。 暗 室 曝光 10 s 至 10 min, 
立即 以 KODAK 显影 液 和 定 影 液 ,进行 ECL 检测 ,冲洗 
胶片 ,结果 以 培 清 凝 胶 成 像 分 析 系 统 拍 照 ,SensiAnsys 
软件 分 析 。 
1.3 主要 观察 指标 

子宫 内 膜 细胞 标记 物 的 表达 情况 , 流 式 细胞 仪 检 测 
细胞 周期 的 改变 情况 ,Western blot 检测 凋 亡 和 蛋白 
PARP-1 和 caspase3 的 表达 情况 。 
1.4 统计 学 处 理 

应 用 SPSS19. 0 软件 进行 统计 学 分 析 , 实 验 数据 采 
用 两 独立 样本 1 检验 ,以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 NF-KB shRNA 腺 病毒 表达 载体 的 鉴定 结果 
将 NF-xB 引物 进行 变性 退火 后 ,收集 产物 后 进行 


Hind lll fll BamH TI 对 质粒 PDC316-EGFP-U6 进 行 双 酶 
切 后 ,收集 产物 取样 进行 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 ,可 得 
到 约 5000 bp 左右 的 目的 条 带 , 与 预期 一 致 ,如 图 1B 箭 
头 标示 。 将 退火 后 形成 的 双 链 NEF-kB 与 进行 酶 切 后 的 
PDC316-EGFP-U6 载 体 进行 连接 ,产物 转化 DH5o 感 受 
态 细胞 ,挑选 阳性 重组 克隆 送 生 工 公 司 测序 并 进行 
Blast 比 对 ,测序 结果 与 NCBI 公 布 基因 序列 一 致 , 结 
如 图 2~3 所 示 , 因 此 ,可 用 于 后 续 实 验 。 
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1 WM $E NF-KB DNA 合成 产物 (A) 和 
PDC316-EGFP-U6 载 体 双 酶 切 产 物 (B) 的 电泳 结果 
Fig.1 Electrophoresis of the synthesized NF-kB DNA 
and PDC316-EGFP-U6 vector digested by restriction 
enzyme. A: M: DNA Marker ladder; Lane a: NF-kB 
DNA; B: M: Marker ladder; Lane a: Product of 
PDC316-EGFP-U6 vector after digested by enzyme. 


2.2 病毒 滴 度 测定 

将 合成 好 的 pDC316- EGFP-shNF-xB 穿梭 质粒 分 
别 与 骨架 质粒 混合 后 共 转 染 293 细 胞 , 转 染 后 24 h 观 察 
细胞 出 毒 迹象 。 出 毒 现象 为 细胞 变 大 变 圆 , 呈 葡萄 状 ， 
并 开始 出 现 明 显 哈 斑 (图 4A 黄色 箭头 示 ) ,荧光 显微镜 
下 表现 如 图 4B 红 色 箭 头 示 。 随 后 进行 大 量 病毒 扩 增 , 收 
集 病毒 后 进行 病毒 滴 度 检 测 ,结果 病毒 经 扩 增 包装 后 物 
理 滴 度 达 1.1x10” vp/ml, 感 染 性 滴 度 达 1.58x10" IU/ml, 
2.3 免疫 组 化 染色 法 观察 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细 胞 表面 标 
记 物 

无 菌 条 件 下 取 的 食 仍 猴子 宫 内 膜 组 织 , 按 常规 培养 
方法 进行 培养 24~48 h 后 ,细胞 出 现 明显 增殖 ,逐渐 聚 
集成 团 成 片 样 生 长 ,细胞 为 梭 形 和 铺路 石 样 交 织 在 一 
起 ,黄色 箭头 所 示 为 子宫 内 膜 细胞 (图 SA) ,然后 用 免疫 
组 化 荧光 法 检测 子宫 内 膜 腺 上 皮 细 胞 特异 的 细胞 角 蛋 


1% 球 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 , 可 见 约 100 bp 的 目的 条 带 , 与 


白 (CK19) 及 对 间 质 细胞 特异 的 波形 蛋白 (vimentin) , 结 
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Subject 1 


图 2 NF-kB shRNA 序 列 与 Blast 序 列 比 对 结果 


Fig.2 The comparison of gene sequence between NF-KB shRNA and Blast. 


果 表 明 腺 上 皮 细 胞 CK19 染 色 阳 性 ,vimentin 染色 阴性 
(Ed 5B) ,阳性 为 红色 箭头 所 示 ; 间 质 细胞 CK19 染 色 阴 
性 ,vimentin 染 色 阳 性 (图 SC) ,阳性 为 绿色 箭头 所 示 ,说 
明 本 实验 所 培养 细胞 为 子宫 内 膜 细胞 ,细胞 生长 情况 良 
好 ,可 用 于 后 续 实 验 。 
2.4 NF-KB-p65 腺 病毒 感染 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细胞 情况 
实验 组 病毒 感染 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细胞 后 ,继续 培养 
24 hh, 在 严 光 显微镜 下 观察 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细胞 的 感染 
效率 ,结果 提示 感染 效率 可 达 98% 以 上 (图 6) ,图 中 箭 3 
所 示 为 感染 细胞 。 
2.5 携带 NF-kB p65 shRNA 的 腺 病毒 
胞 后 细胞 周期 改变 情况 
从 流 式 细胞 仪 检测 结果 (图 7) 可 以 看 到 , 相 比 较 于 
对 照 组 ,实验 组 凋 亡 细胞 明显 增多 (图 7 黑色 箭头 所 
示 ), 进 入 下 一 周期 细胞 数 较 对 照 组 减少 ,对 照 组 基本 未 
见 到 有 凋 亡 细胞 产生 。 结 果 说 明 干 扰 NF-KB-P65 腺 病 


感染 子宫 内 膜 细 


-NCBI 公布 序列 


毒 干扰 子宫 内 膜 细胞 后 ,可 加 速 食 钨 
猴子 宫 内 膜 细胞 的 凋 亡 ,降低 内 膜 细 
胞 的 细胞 增殖 能 
2.6 Western blot 检 测 凋 亡 蛋 白 PARP-1 
和 caspase3 的 情况 

按 相应 实验 步骤 进行 操作 ,对 待 测 
样本 进行 走 胶 后 ,分析 结果 (图 8) ,在 
B-actin 作为 内 参 的 条 件 下 ,对 结果 进行 
分 析 提 示 :与 对 照 组 相 比 ,实验 组 凋 亡 
EH PARP-1 及 caspase3 表达 水 平 明 显 
增加 ;而 对 照 组 中 PARP-1 表现 为 弱 表 
达 ,caspase3 基本 不 表达 ,对 两 组 进行 组 
间 密 度 值 比较 ,发现 实验 组 凋 亡 蛋白 
PARP-1 及 caspase3 的 表达 水 平 与 对 照 
组 相应 凋 亡 蛋 白 相 比 明显 增高 ,差异 均 具 有 统计 学 意义 
(P<0.05, 表 2)。 


3 讨论 

NF-KB 作为 一 类 转录 因子 ,存在 于 多 种 细胞 内 , 主 
要 有 同 源 或 异 源 的 5 种 亚 单位 构成 :p65(RelA) RelB、 
c-Rel, p50/p105 (NF-«B1) fil p52/p100 (NF-xB2) ,在 有 
TE TER] NF-KB 复合 物 中 P65 为 最 常见 的 亚 单位 ,正常 情 
况 下 NEF-kB 与 TB 结合 ,这 种 结合 可 以 阻 滞 NEF-kB 与 细 
胞 核 DNA 相互 作用 ,从 而 抑制 NF-kB 目标 基因 的 转 
录 , 但 当 细 胞 受到 刺激 因子 刺激 时 ,IcB 将 从 结合 物 中 
解 离 出 来 ,NEF-kB 由 失 活 转变 为 激活 状态 ,进入 细胞 核 
内 调节 目的 基因 的 转录 活性 *" ,表现 上 调 各 种 肿瘤 细 
胞 生长 相关 因子 的 表达 ,反之 ,抑制 NF-xB 的 活性 后 , 细 
胞 凋 亡 数目 明显 增加 ,增殖 能 力 下降 ”。 目 前 研究 发 


380 390 400 
省 


II Ili MI | MA | II 


f 
| l| Ill 


'| 


图 3 NF-KB shRNA 质粒 的 测序 峰 图 
Fig.3 Plasmid sequencing of NF-kB small hairpin RNA. 
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图 4 pDC316- EGFP-shNF-kB 
质粒 转 染 293 细 胞 24 h 后 电镜 及 
荧光 显微镜 下 照片 

Fig.4 Electron and fluorescence 
microscopy of 293 cells 
transfected by pDC316- EGFP- 
shNF-kB plasmid for 24 h 
(Original magnification: x100). 
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图 5 食 蟹 猴子 宫 内 腊 细 胞 的 镜 下 观察 及 鉴定 


Fig.5 Observation and identification of Macaca fascicularis endometrium under microscope (Original magnification: x100). A: Normal 
observation under phase-contrast microscope; B: Cells stained by CK 19; C: Cells stained by vimentin. 


o 


图 6 _NF-kB-shRNA 腺 病毒 感染 子宫 内 腊 细 胞 24 h 后 在 相差 显微镜 及 荧光 显微镜 下 表达 情况 


Fig.6 Fluorescence expression in Macaca fascicularis ectopic endometrial cells transfected by 


NF-x«B-shRNA adenovirus for 24 h under 


the  phase-contrast microscope and 


fluorescence microscope (Original magnification: x400). 
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图 7 NF-kB-P65 腺 病毒 对 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细胞 细胞 增殖 能 力 的 影响 
Fig.7 Effects of NF-kB-shRNA adenovirus on the proliferation of ectopic endometrial cells of 
Macaca fascicularis. A: Experimental group (NF-xB ); B: Control group. 


H, NF-KB 同样 表达 于 子宫 内 膜 细胞 ,并 日 在 EM 患 
的 异 位 内 膜 里 高 表达 ,提示 NF-xB 基因 可 能 介 导 异 位 
子宫 内 膜 的 增殖 、 炎 性 反应 及 抑制 凋 亡 有 关 “。 有 文献 
报告 在 裸 鼠 体内 ,使 用 NF-kB 抑制 剂 后 ,ICAM-1 的 表 
达 可 以 明显 减少 ,细胞 增殖 能 力 下 降 ,同时 增加 蜡 位 子 
富 内 膜 的 凋 亡 ,从 而 减缓 动物 模型 上 子宫 内 膜 异 位 病灶 
的 进展 速度 " ,因此 ,NF-xB 基因 可 能 成 为 EM 治疗 的 一 
个 新 疲 点 。 


目前 对 于 EM 抗 血管 生成 治疗 的 研究 ,大 部 分 主 
要 集中 在 体外 实验 及 龋齿 类 动物 身上 ,但 是 ,EM 的 病 
理 生理 过 程 及 发 生发 展 过程 是 一 个 非常 复杂 的 过 程 ， 
低 等 动物 及 体外 实验 并 不 能 理想 的 还 原 其 真实 的 体内 
环境 ,而 非 人 灵 长 类 动物 与 人 类 关系 最 密切 ,其 生理 功 
能 及 遗传 物质 都 与 人 有 高 度 的 相似 性 ,因此 一 直 作为 
研究 EM 的 最 佳 选择 。 目 前 用 于 研究 的 非 人 灵 长 类 动 
物 主要 有 猩 独 、 猕 狂 、 食 蟹 猴 等 。 独 猩 为 国家 保护 动 
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图 8 实验 组 (sh-p65) 及 对 照 组 (sh-NC) 凋 亡 蛋 白 
PARP-1 fi caspase 3 的 表达 情况 

Fig.8 Expression levels of apoptin PARP-1 and 
caspase 3 in cells transfected with NF-xB-p65 
shRNA and empty vector. 


物 , AE XEZACRS: , BIEN AREI EISE EJO 
用 与 科学 研究 ,自然 状态 下 可 发 生 自发 性 EM, 且 月 经 
周期 规律 ,但 食 蟹 猴 相 比 与 猕猴 ,其 繁殖 季节 长 ,基本 
全 年 可 受孕 ,日 食 角 猴 分 布 范 围 广 ,资源 丰富 , 较 猕 猴 
经 济 , 因 体 型 较 猕 猴 小 ,所 以 在 药物 研究 方面 可 以 减少 
药物 使 用 量 。 同 时 ,在 NCBI、EBI 等 数据 库 中 ,可 获取 
大 量 的 该 物种 的 基因 组 信息 ,使 其 在 医学 研究 中 的 
应 用 更 为 广泛 ,因此 ,在 研究 EM 方面 有 一 定 的 优势 。 
本 实验 为 食 色狼 EM 研究 的 前 期 研究 ,目的 是 为 后 期 
NF-KB 基因 在 食 蟹 猴 EM 体内 实验 研究 的 可 行 性 提供 
理论 基础 。 

shRNA 是 一 段 具 有 紧密 发 卡 环 的 RNA 序列 "*, 常 
被 用 于 RNA 干 扰 沉 默 朋 基因 的 表达 ,而 RNAi 技 术 是 


表 2 NF-kB-p65 shRNA 对 子宫 内 膜 细胞 增殖 能 力 的 影响 
Tab.2 Effect of NF-kB-p65 shRNA on the proliferation of endometrium cells (OD value, 


MeanxSD) 
Group p-actin caspase 3 PARP-1 
Experimental 8855.22x39.13 10 207.41259.12^ 9665.21245.67* 
Control 10 120.89221.33 291.91221.01 677.01+58.18 


*P<0.05 vs control group. 


新 近 发 展 起 来 的 一 项 基因 阻 断 技术 ,RNAi 可 以 特异 地 
阻止 基因 表达 ,方便 快捷 地 研究 该 基因 功能 。siRNA 可 
通过 体外 及 体内 两 种 方式 合成 ,体外 合成 因 价格 昂贵 且 
体内 沉默 效应 持续 时 间 短 暂 ,无 法 满足 某 些 实验 需 
要 “。 本 实验 采用 体内 合成 法 进行 , 因 方 法 具有 基因 抑 
制 效果 显著 的 优势 ,目前 为 多 数 研究 所 采纳 。 本 研究 成 
功 构 建 靶 向 NF-xB 基因 的 shRNA 真 核 表 达 质 粒 , 转 染 
子宫 内 膜 细胞 后 ,与 对 照 组 相 比 ,有 效 抑制 了 子宫 内 膜 
细胞 的 细胞 增殖 活性 ,并 使 细胞 的 凋 亡 蛋白 增加 ,提示 
通过 该 技术 成 功 沉默 了 NF-KB 基因 的 表达 。 

通过 本 次 实验 研究 ,首先 我 们 按照 常规 细胞 培养 方 
法 成 功 培养 了 食 仍 猴子 宫 内 膜 细胞 ,并 通过 免疫 细胞 葡 
光 法 检测 证 实 为 子宫 内 膜 细胞 , 因 在 实验 过 程 中 发 现 食 
多 猴子 宫 内 膜 细胞 在 经 过 数 次 传代 后 ,虽然 间 质 细胞 仍 
能 很 好 的 存活 ,但 是 腺 上 皮 细 胞 会 逐渐 消失 , 故 本 实验 


胞 ,使 实验 变量 控制 为 单一 变量 ,增加 实验 的 可 信和 度 。 
实验 完成 后 ,通过 流 式 细胞 仪 检测 细胞 周期 情况 后 , 结 
果 提 示 实 验 组 细胞 增殖 能 力 较 阴 性 对 照 组 下 降 , 凋 亡 细 
胞 明显 增多 ,可 能 提示 干扰 NF-kB 基因 的 表达 ,可 以 抑 
制 子宫 内 膜 细胞 的 增殖 能 力 ,降低 细胞 的 侵袭 性 。 随 后 
对 两 组 处 理 后 的 细胞 进行 Western blot 5:20 J8] CE A 
PARP-1 和 caspase 3, 发 现实 验 组 两 种 凋 亡 和 蛋白 的 表达 
量 较 对 照 组 明显 增多 ,提示 通过 抑制 NF-kB 的 表达 后 可 
以 加 速 细 胞 的 凋 亡 。 因 此 ,从 本 实验 研究 结果 可 以 得 
出 ,通过 NEF-kB-shRNA 腺 病毒 感染 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细 
胞 后 ,可 干扰 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细胞 NF-xB 基因 的 表达 ， 
引起 食 蟹 猴子 宫 内 膜 细胞 增殖 能 力 的 下 降 及 加 速 食 蟹 
猴子 宫 内 膜 细胞 的 凋 亡 ,为 进一步 NF-kB-shRNA 腺 病 
毒 在 大 型 灵 长 类 动物 食 蟹 猴 EM 的 体内 研究 中 提供 了 
充分 的 理论 基础 ,并 为 EM 的 NF-KB 基因 靶 向 治疗 提供 


只 观察 NF-KB 对 原 代 细 胞 的 增殖 活性 影响 ,尽量 减少 因 
多 次 传代 出 现 腺 上 皮 细 胞 消减 对 干预 效果 的 影响 。 其 
次 ,本 实验 利用 NCBI 数 据 库 里 人 的 NF-xB 序 列 设计 了 
一 对 shRNA, 并 以 PDC316-EGFP-U6 作 为 载体 ,构建 了 
针对 NF-kB 基因 的 shRNA 腺 病毒 载体 ,经 测序 后 证 实 载 
体 构建 成 功 ,进行 包装 后 病毒 滴 度 达 到 1.58x10" U/ml, 
提示 本 实验 具有 可 行 性 ,构建 的 病毒 可 用 于 后 续 实 验 。 
实验 中 ,实验 组 利用 携带 有 NF-xB-p65-shRNA 腺 病毒 
感染 食 角 猴子 宫 内 膜 细 胞 ,而 对 照 组 采用 不 含 
NF-kB-p65 的 shRNA lop s e e fx CBE EC VALDE 


了 新 的 研究 平台。 
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